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本研究 は ､ 平成 1 1年度から本格的に スタ - 卜した特定領域研究 ｢シ ン ク
ロ トロ ン放射光に よる 生物 マ シ ー ナリ - の 構造生物学+ に応募 し､ 平成 1 3-
1 4年度 の 2 年間採択されたもの で ある ｡
哨乳 類 の 受精に 降 し精子 は 卵子表層 の 透明帯に 種特異的 に結合す る ｡ こ の 配
偶子間相互 認識は ､ 細胞間認識の 代表的なも の の ひ と つ と して多く の研究者の
研究対象 にな っ てVlるが ､ 詳 しい 分子機構は未だ不明 の点が多い 1). 哨 乳類の
卵子 の 採取 で き る数量が少な い の もそ の 主因の ひ とつ で あ る ｡ 我 々 は比較的多
数 の卵子が得られ る ブタとウシ の卵子透明帯を対象 に し ､ そ の 精子リガ ン ドの
研究を続けて きた ｡
透明帯は三成分の糖タ ンパ ク質の み で構築されて い る細胞外 マ トリ ッ ク ス で
あ る ｡ こ れ らの 三成分は分子質量 の大きさの順に Z P l ､ Z P 2､ Z P3 と､
ある い ほ c D N Aの 大きさの 順に Z P A､ Z P 臥 Z P Cと呼ばれて い る
2,3)
o
ヒ トと マ ウス で は前者の , ブタや ウシ で は後者の命名法を使う こ とが多い ｡ こ
れ ら三成分に は Z Pドメイ ンと呼ばれる共通配列が存在す る
4)
0 z pドメイ ン
は､ 馴ま2 6 0残基の アミ ノ酸から成り ､ 位置が保存された8 つ の シス テイ ン
が 4 つ の ジス ル ヒ ド結合を形成して い るため高次構造もよく似て いる と考 えら
れて い る o こ の ドメイ ンは ､ 透明帯タ ン/iク質だけで なく ､ T G Fβ レセプタ
- III型 (βグリカ ン)､ 妊婦の 尿 に多くみ られ る ウ ロ モ ジ ュ リ ン ､ 肺臓 の 分泌
稗粒膜 の 主 要糖タ ンパ ク質 G P - 2 ､ 聴覚に関与す る α - とβ - テク トリ ン ､ 味常
に ある エ ブネリ ンな ど多く の糖タ ン^
o
ク質の C末端領域に存在 し ､ 細胞外 マ ト
リ ッ ク ス の形成や細胞接着に関与して い ると考 えられ て い る
5 ･6)
0
我々 は精子 と透明帯の結合 の阻害活性をみる競合接で ､ ブタ の 精子リガン ド
は主 に Z P モ∋の N末端領域に ある中性 の 3本鎖と4本鎖の複合型糖鎖で ある こ
と7)､ ウ シ の 精子 リガン ドはマ ンノ - ス を5残基持つ高マ ンノ - ス型糖鎖 で あ
る こ とを明らか に した8). しか しながら ､ 精子結合活性をもつ糖鎖をタ ン/1
o
ク
質か ら切 り離 したもの は ､ 元 の 糖タ ンパ ク質に比 べ 大幅に括性が弱くなる の で ､
タ ン パ ク質骨 格 の コ ン プ オ メ - シ ョ ンが結合括性 の 発現に寄与 して い る も の と
思われ る ｡ 本研究で は ､ ブタ の 精子結合活性を持 つ Z P Bお よび z p B の油性
発現をサボ - 卜す る とさ れて い る Z PC を透明帯か ら大量 に調製 し高 次構造 の
解析をめざ した ｡ さ らに ､ 大腸菌や昆虫細胞で他成分が混在 しな い 透明 帯糖タ
ンパ ク質の発現も行な い精子リガン ド悟性などの特性を調 べ た ｡
研究成果
平成1 3年度
1 . ブタ Z P Bおよび z p c の大量調製と結晶化
ブタ卵巣の ホモゲネ - トか らス テ ン レス メ ッ シ ュ を使 っ て トラ ッ プした後 ､ パ
ー コ - ル中 で の 遠心法で精製 した透明帯を加熱溶解後､ エ ン ト β - ガラク トシ
ダ ー ゼ消 化 しN - アセチル ラク トサ ミ ン領域を除去した糖タ ンパ ク質混合物を逆
相fiP L C で 三成分 に分別 した o 精製 した Z P C の結晶化をハ ンギングドロ ッ
プ法に よ り 1 2 2条件下 で試みたと ころ , 2.OM NaCl/0.1 M 酢酸緩衝液 (pH
4.6) 中で 小 さな結晶が得られたが ､ そ の 成長は不十分であ っ た ｡
2 . ブタお よびウシ透明帯糖タ ンパ ク質の発現系の構築
大量 に調製 した透明帯からネイテ ィ ブな糖タ ンパ ク質を単離す る 一 方 ､ CD N A
を用 い て ､ 高次構造解析や機能解析に供 し得 る各糖タ ンパ ク質およびそれら に
存在す る ドメイ ン領域の 発現系の構築を行な っ た｡ 大腸菌に発現さ せ た場合不
溶化す る こ とがわ か っ たの で ､ バ キ ュ ロ ウイ.ル ス /Sf9細胞の系を用 い た ｡ 発
現させ た組換え体タ ン パ ク質は以下 の とおりで ある ｡
i) ブタ透 明帯糖タ ン/1
o
ク質 : Z PA ､ Z P B､ Z P C､ Z P A の N末端側半分
(z P A に特有の ドメイ ン)､ Z P A の C末端側半分 (Z P ドメイ ン)0
ii) ウ シ透明帯糖タ ンパ ク質 : Z P A､ Z P Iヨ, Z P C､ Z P B の Lys- 27か ら
pro-137(Z P B に特有の ドメイ ン).
各組換え体はウ ェ ス タ ー ンブ ロ ツ ティ ングで発現を確認 で きたが ､ 概 して発現
量が少なく ､ 発現系をさらに検討す べ きと結論した ｡
平成 1 4年度
1 . ブタ Z P Bお よび z p c の 三 次構造解析
透明帯を調製する 際 ､ 凍結 した卵巣の 固 まりを低温室内で ス ライ スす る過程は
重労働で ある が ､ 今回 ､ こ れ まで 1時間かか っ て い た作業を5分で終了で きる
電動式ス ライ サ - を試作 した (特許申請中)｡ また ､ こ れ まで は精製した透明
帯を水 の なかで 加熱 し溶解 して い たが ､ 透 明帯糖 タ ン パ ク質に僅か に存 在す る
S H基が引き金 にな っ て S S交換反応が起 こりポリ マ - が形成 され る こ とがゲル
浦過ク ロ マ トグラ フ ィ ー で判明 し た. そ こ で酢酸で可溶化後ア ンモ ニ アで 中和
し s S交換反応とポリ マ - 形 成を抑える調製法を工 夫 した . これ らの改良法で
効率良く透明帯糖タン パ ク質を得る こ とが可能とな っ た ｡
一 般に糖タ ン パ ク質は糖鎖が不均 一 な こ と ､ またそれ らの糖鎖が運動性をも
ち揺らぐ こ とか ら結晶化 しにく い ｡ ブタ Z P B とZ P Cは糖含量が 3分の 1も
ある の で ､ 不溶化 しない 程度 に糖鎖を除去 して か ら分別す る こ とに した ｡ 1 3
年度に行な っ た エ ン トβ - ガラク トシダ - ゼ消化 に加 え､ β - ガラク トシダ - ゼ
とβ - N - アセチル へ キ ソサ ミ ニ ダ - ゼ を加 え糖鎖の コ ア部分の み残 して か ら逆
相H P L Cに か けた o エ ン ドー β - ガラク トシダ ー ゼ 消化の みの 場合に く ら べ ､
少 しずつ 溶出まで にかか る時 間が長くな っ たが ､ Z PI∋と ZP Cは良好に分別
された o Z P B とZ P C分画 そ れぞれ を酢酸ア ンモ ニ ウム と水 に対 して順次透
析後､ 遠心濃縮機で浪度をほぼ1 0 m g/ ml に まで 濃縮 した . 前年度 同様 ハ ン
ギングドロ ッ プ法で結晶化条件を検討 して い る ｡
2 . ブタお よび ウシ透明帯糖タ ン パ ク質の バ キ ュ ロ ウイ ルス /Sf9細胞系に よ る
発現と構造機能解析
1 3年度に 引き続き , バ キ ュ ロ ウイ ルス /Sf9細胞系 によ り透明帯糖タ ンパ ク
質の糖鎖付加部位変異体､ ドメイ ン欠矢部位変異体､ お よび共感染による複数
成分を組み合わ せた組換え体を発現さ せ た ｡ 高次構造解析に 供す る に は発現量
は少なか っ たが ､ ブタ透明帯タ ン/iク質組換え体の精子結合悟性を調 べ る こ と
がで きた ｡
精子結合活性は ､ アガロ - ス ビ - ズに結合させた組換え体へ の精子結合数を
み る精子 ゼ - ズ結合法および精子 に結合した組換え体を蛍光抗体で検出す る 間
接蛍光抗体接で測定した ｡ 雨蛙に より同様の 結果 (iお よびii) が得られた ｡
i) ブタ Z P A､ Z P B ､ Z P C いずれ の 組換え体にもブタ精子は練合 せず ､ ブ
6
夕 Z P B 組換え体にウシ精子が結合する ｡
ii) 共発現させたブタZ PI∋＋ Z PC組換え体にはZ P モヨ単独の組換え体よりも
ウシ精子はよく結合する ｡
透 明帯か らネイティ ブな Z P f∋を調製す る際に懸 念される Z P C の 混在の 可
能性ほ ､ 組換え体に は無い ｡ 従 っ て こ れ らの 結果 は ､ ブタ Z P B組換 え体に は
ブタ精子は結合せずウシ精子が結合 しブタ Z P C はそ の 結合悟性を高める ､ と
解釈され る ｡ 糖タ ン パ ク質をバ キ ュ ロ ウイ ルス /Sr9細胞系で発現させ た場合 ､
付加する糖鎖は主 に高 マ ンノ - ス 型糖鎖で ある とされ て い る9･ 1
0)
｡ 我々 は ､ ネ
イ ティ ブなブタ透明帯糖タ ン/iク質に は有意畳 の高マ ンノ - ス 型糖鎖は存在 し
な い こ と1 1･1 2)､ ウ シ透明帯 には ウシ精子結合悟性を持つ 高マ ンノ - ス 型糖鎖
が存在する こ と8･1 3) を既に報告 して い る o 上記の結果は ､ 今回発現させ たブ
タ透明帯糖タ ン パ ク質組換え体 に は高 マ ンノ - ス 型糖鎖が付い て い るた め ､ ブ
タ精子は結合せずウ シ精子が結合 したと結論付けられ る . 実際 ､ 高マ ン ノ - ス
型糖鎖に特異的な G N A レク チ ン によるブロ ツ ティ ン グを行な っ たと こ ろ ､ ネ
イ ティ ブなブタ透明帯糖タ ンパ ク質には G N Aは結合ぜず､ 組換え体には結合
す る こ とが確認 で きた ｡
本実験 で透明帯 へ の 種特集的結合は透明帯糖タ ンパ ク 質糖鎖を介す る こ とが
実証 され たが ､ は じめに述 べ たよ うに ､ 結合活性の発現にはタ ン パ ク質骨格の
コ ン プ オ メ - シ ョ ンが大 い に寄与 して い る ｡ 精子 に直接結合す る Z Pl∃ と ､ Z
p B の結合活性を高める Z P Cそれぞれ の 夕.> バ ク骨格の 高次構造､ お よ び z
p Bと Z P C複合体の高次構造の解析が待たれ る ｡
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